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　　摘要:目的　探讨外源性一氧化碳对脑内气体信使系统的影响 , 为迟发性脑病机制的研究提供新思路。方法　体

重240～ 280 g雄性 SD大鼠腹腔单次注射染毒 , 分别于染毒前及染毒后 0.5 、 1 、 2 、 4 、 8 h , 颈静脉取血测定血浆NO及

cGMP含量;取双侧脑海马组织 , 测定 HO、 NOS 活性和 cGMP含量。结果　染毒后脑循环中 NO-cGMP通路一过性上

调 , 随后抑制;脑海马组织中HO、 NOS 活性下降和 cGMP含量降低 。结论　急性一氧化碳中毒可引起体内气体信使系

统功能失衡 , 这可能是急性一氧化碳中毒有别于其他缺氧性脑损伤的重要病理生理机制之一。
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Abstract:Objective　To explore the effect of exogenous carbon monoxide on endogenous gaseous messenger system in brain ,

thereby to find a new clue for pathogenesis study of the delayed encephalopathy by acute CO poisoning.Method　Male SD rats ,

BW240—280 g , were ip injected with CO repeatedly , then the levels of NO and cGMP in cervical vein blood were dynamically

monitored;while the activities of HO , NOS and the level of cGMP in Hippocampi of rats were also measured.Result　After injection of

CO , NO-cGMP level in brain-circulatory plasma obviously decreased following a transient increase;the activities of HO or NOS , and the

cGMP level in hippocampi were also decreased.Conclusion　There was some disequilibrium between gaseous messenger system during

acute CO poisoning , that might be one of the most important pathophysiological mechanisms for brain damage by acute CO poisoning.
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　　一氧化碳中毒后出现迟发性脑病 (DNS)当然与

一氧化碳中毒密不可分 。目前关于 CO 的毒性机制主

要有两种学说 , 一是将 CO中毒归结为 CO 与血红蛋

白结合后引起的缺氧;另一种则认为应重视 CO的直

接毒性作用[ 1 ,2] 。缺氧学说是近百年 CO毒理机制研

究中的主导学说 。直接毒性学说认为 , CO 可能与其

他色素蛋白结合而产生毒性效应 , 这种效应可能是造

成CO中毒与单纯缺氧在损伤的病理学和临床表现方

面存在明显差异的主要原因。

研究表明 , 一氧化氮 (nitric oxide , NO)在神经

系统各种病理生理过程中占据重要地位 , 特别是脑的

缺血缺氧性疾病[ 3] 。近年的研究进一步证实 , 机体本

身还可以产生一氧化碳 (CO), 此种内源性 CO 已成

为体内气体信使系统又一重要成员[ 4] 。一氧化碳及其
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合成酶系统 (CO-HO)与一氧化氮及其合成酶系统

(NO-NOS)的生理学 、 病理学作用均非常相似 , 本文

的目的是研究他们在急性一氧化碳中毒 、 机体有外源

性 CO侵入情况下各自的变化 , 探索其在 CO中毒致

脑损伤 , 尤其是在 DNS 发病中的作用 , 以为彻底弄

清急性 CO中毒性迟发脑病的具体机制奠定基础。

1　材料与方法

1.1　急性 CO中毒模型制备及生物标本采集

雄性SD二级大鼠 , 体重 240 ～ 280 g , 由医科院

实验动物中心供应 , 于本校动物室商品化干块料饲

养 , 自由食水 , 实验前一天禁食 。采用单次腹腔注射

CO气体 (120 ml/kg), 制备急性 CO中毒模型;改良

双波长法定量测定尾静脉血碳氧血红蛋白 (HbCO)

浓度[ 5] 。分别于注射前 , 注射后 0.5 、 1 、 2 、 4 、 8 h ,

在乙醚麻醉下 , 经颈静脉采血 , 分离血浆 , -80 ℃

冰箱冻存待测一氧化氮代谢产物 NO2-及环磷酸鸟苷

(cGMP)。采血后立即断头取脑 , 冰浴下迅速分离双

侧海马 , 投入液氮 , 待测脑组织中 cGMP 含量及 NOS
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及HO活性 。

CO纯品气体 (99.95%)由北京康福气体公司提

供 , 125I-cGMP 放免试剂盒由上海中医药大学同位素

室提供 , NOS检测试剂盒由北京邦定生物技术公司提

供;其余试剂均为市售分析纯产品 。

1.2　脑海马组织 HO活性测定[ 6]

1.2.1　脑海马组织微粒体制备　取脑海马组织 , 按1∶

3体积加入 0.02 mol/L、 pH 7.4的磷酸钾缓冲液 (含

0.1 mmol EDTA , 135 mmol KCl), 制备匀浆 (Potter匀浆

器), 4 ℃13 000 g离心 20 min (日立 RPR 20-3型高速

低温离心机), 取上清 , 注意将上清液面漂浮的脂质弃

去;再次 4 ℃105 000 g离心 1 h , 沉淀部分用 pH 7.4、

0.02 mol/L 磷酸钾缓冲液悬浮 , 待测 。

1.2.2　脑海马组织匀浆液中HO活性测定　冰浴下 ,

取脑海马组织微粒体 0.5 mg , 加入胆绿素还原酶

4 mg 、NADPH (终浓度 0.8 mol/L)、 6-磷酸葡萄糖 (终

浓度 4 mmol/L)、 6-磷酸葡萄糖脱氢酶 (1U)、血红素

(终浓度 20 μmol/L), 加入 pH 7.4 磷酸钾缓冲液至

1 ml ,充分混匀 , 于 37 ℃水浴 , 避光反应 20 min , 冰

浴终止反应 。然后用双波长分光光度计测定 OD463和

OD530 的 吸 光 度 差值 , 以 生 成 的 胆 红 素 nmol/

(mg pro·h)来表示 HO活性单位 , 如消光值为 40 , 则

为OD463和 OD530差值×40/ (mg pro·h)单位。对照管

以磷酸钾缓冲液替代脑海马组织微粒体 。

1.3　血浆一氧化氮 (NO)的测定

采用Griess法测定颈静脉血浆亚硝酸盐含量 (参

见第 258页 1.3.4)

1.4　脑海马组织NOS 活性的检测

采用北京邦定生物技术公司出品的试剂盒测定 。

取脑海马组织 , 冰浴下匀浆 , 4 ℃12 000 g离心15 min

取上清 , 按照试剂盒说明书进行测定。酶活性定义为

每毫克组织蛋白每分钟生成的 1 nmol NO 为一个活性

单位 (U)。

1.5　cGMP 含量放射免疫测定

采用上海中医药大学提供的125 I-标记的 cGMP 放

免药盒 , 按药盒说明书进行测定。血浆 cGMP 含量以

pmol/ml表示 , 组织 cGMP 含量以 pmol/mg pro表示。

1.6　统计学分析

实验数据以均值±标准差表示 , 采用 SPSS8.0统

计软件进行单因素方差分析 , 组间进行 q检验。

2　结果

2.1　大鼠注射CO后尾静脉血HbCO浓度变化

从表 1 可见 , 腹腔注射 CO 后 , 血中 HbCO 浓度

迅速升高 , 0.5 h HbCO浓度即升至峰水平 (显著高于

染毒前 , P<0.01), 8 h后恢复至染毒前水平。

2.2　大鼠注射 CO后颈静脉血 NO-cGMP 含量变化

2.2.1　大鼠注射CO后血浆NO浓度测定结果　大鼠

注射 CO 后 0.5 h , 血浆 NO 浓度显著升高 (P <

0.01), 但随后即迅速下降 , 并持续维持低水平状态 ,

与染毒前相比差异有非常显著性 (P<0.01), 8 h仍

低于染毒前水平 (P<0.05), 见表 1。

2.2.2　大鼠注射CO后血浆 cGMP 浓度变化　大鼠注

射CO 后 0.5 h , 血浆 cGMP 浓度急剧升高 (P <

0.01), 随后即迅速降低 , 注射 CO后 8 h仍显著低于

染毒前水平 (P<0.01), 变化趋势与NO完全一致。
表 1　大鼠染毒后血 HbCO、 NO及 cGMP浓度变化

Tab 1.　Changes of HbCO , NO and cGMP levels in plasmas

of CO exposed rats

时间
血HbCO 浓度

(%)

血浆 NO

(μmol/L)

血浆 cGMP

(pmol/ml)

染毒前 2.95±1.93 49.16±4.69 69.86±7.44

染毒后 0.5 h 74.12±2.69＊＊ 77.61±5.91＊＊ 98.91±9.27＊＊

1 h 78.45±3.77＊＊ 30.68±5.36＊＊ 54.90±8.15＊＊

2 h 75.39±3.15＊＊ 32.89±6.09＊＊ 42.35±6.39＊＊

4 h 55.19±3.98＊＊ 30.44±4.93＊＊ 28.07±8.91＊＊

8 h 4.09±3.53 40.87±6.97＊ 38.02±9.76＊＊

　　＊与染毒前比较 P<0.05 , ＊＊与染毒前比较 P<0.01 , n=6;

表 2同。

＊P<0.05, comparing with that of pre-injection of CO;＊＊P<0.01 ,

comparing with that of pre-injection of CO , n=6.The same in table 2.

2.3　大鼠注射 CO 后脑海马组织 HO 、 NOS 活性及

cGMP 含量变化

表 2可见 ,大鼠注射 CO后 0.5 h ,脑海马组织HO 、

NOS 活性即有显著降低 ,与染毒前相比差异非常显著

(P<0.01),直至 8 h仍未恢复正常(P <0.05)。

大鼠注射 CO后 0.5 h , 脑海马组织 cGMP 含量即

见降低 (P<0.05), 至 1 h时与染毒前有非常显著差

异 (P<0.01), 8 h时方有所恢复 。
表 2　大鼠染毒后海马HO、 NOS 活性及 cGMP浓度的变化

Tab 2.　Changes of HO , NOS activities and cGMP levels in

Hippocampi of CO exposed rats

时间
HO 活性

(U/mg pro)

NOS活性

(U/mg pro)

cGMP 含量

(μmol/mg pro)

染毒前 38.25±4.36 0.32±0.081 466.19±125.94

染毒后 0.5 h 19.34±4.98＊＊ 0.20±0.053＊＊ 309.58±109.37＊＊

1 h 10.09±6.31＊＊ 0.15±0.049＊＊ 226.38±115.82＊＊

2 h 11.16±6.81＊＊ 0.19±0.058＊＊ 257.79±116.82＊

4 h 10.72±4.78＊＊ 0.17±0.083＊＊ 290.93±137.50＊

8 h 27.95±7.85＊ 0.22±0.091＊ 393.07±149.87
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3　讨论

3.1　NO-NOS系统变化及其在急性 CO中毒中的意义

NO是一种小分子气体 , 不易溶于水 , 可自由穿

过细胞膜 , 作用于细胞内的靶分子;它即可作为生物

信使分子完成多种生理功能 , 如作为非经典性神经递

质参与脑的学习和记忆过程 , 作为血管舒张因子调节

血管张力等 , 同时又是自由基而具有毒性作用 , 故其

作用具有双重性[ 7] 。体内 NO 主要由一氧化氮合酶

(NOS)催化 L-精氨酸生成 , 其代谢产物主要是硝酸

盐和亚硝酸盐。

本研究显示 , 在急性一氧化碳中毒早期 , 随着外

源性 CO 大量进入体内及血液中碳氧血红蛋白

(HbCO)浓度升高 , 颈静脉 (脑循环)血液中 NO 亦

在一过性迅速升高后急剧下降 , 并持续维持低水平 ,

至体内血 HbCO 浓度回复至正常水平时 , 仍未恢复 。

其他原因引起的缺血缺氧性脑损伤过程中 , 均见有

NOS迅速激活现象 , 其产生的 NO引起的舒血管效应

可能具有一定的代偿作用
[ 7]
;而在一氧化碳中毒过程

中 , NOS的活性始终处于抑制状态 , 甚至连与 NO 相

对应的一过性增高过程也没有。脑海马 NOS 活性的

此种抑制状态在血中 HbCO 恢复正常后仍持续存在 ,

提示组织中CO的清除远较血中CO的排出为慢。

NOS本身是一种血红素类蛋白 , 外源性 CO 可能

与其铁卟啉环中的铁结合而导致其活性抑制 。内源性

NO和 CO 的作用靶分子同为血红素辅基的铁中心 ,

两者间实际上存在着相互竞争的现象;故当外源性

CO大量进入机体后 , 亦必将与内源性 NO 争夺靶位

点 , 而使游离 NO 增高 , 这可能是中毒早期血浆中

NO一过性升高 、 呈现酶活性与产物分离现象的主要

原因。但NO的生物半衰期甚短 , 故当外源性 CO 大

量进入机体造成 NOS 活性抑制后 , 脑循环血浆中游

离NO在短暂升高后很快下降 , 并持续维持低水平状

态。 cGMP是游离的 NO 激活平滑肌细胞内鸟苷酸环

化酶的代谢产物 , 其可引起脑血管扩张 , 过量的 NO

亦可通过负反馈作用抑制 NOS 活性 , 限制 NO 生

成
[ 8]
。本实验显示 , cGMP 的变化趋势与 NO完全一

致 , 进一步表明急性 CO中毒后 , NO的扩血管效应

的明显抑制 , 这可能是一氧化碳中毒性脑损伤程度远

重于其他缺氧性脑损伤的原因之一 。

3.2　CO-HO系统变化及其在急性 CO中毒中的意义

血红素加氧酶 (heme oxygenase , HO)是体内合

成内源性 CO的惟一酶系统 , 其主要功能是将血红素

代谢 为 胆 绿 素 , 并 生 成一 氧 化 碳 和 游 离 铁

(Fe2+)[ 4 , 9] 。HO在体内有 HO-1 、 HO-2 、 HO-3 三种同

工酶 , HO-1 为诱导型 HO , 亦称热休克蛋白 32

(HSP32), 许多诱导因素均可引起其活性及生成增加;

HO-2是组成型酶 , 其作用多认为与 CO的神经信使作

用有关;HO-3分布较广泛 , 活性很弱 , 在近年刚刚

被发现 , 对其性质及功能了解尚不多。HO 的生物学

意义主要表现在其代谢产物上 , 如胆绿素 、胆红素均

是体内的强抗氧化剂 , CO是气体信使分子 , 在神经

元信息传递和血管紧张度调节中起重要作用 , 而

Fe2+则是体内具有多种生物学活性的金属[ 4 ,9] 。由于

CO-HO系统也是机体铁代谢中重要的酶系统 , 故 CO

中毒主要累及脑组织含铁丰富的区域 , 如基底结区 ,

CT与MRI均显示该区域有铁的沉积[ 10] ;若 CO-HO系

统持续紊乱 , 甚至可能导致铁代谢异常。

目前的研究表明 , HO-1的诱导是氧应激的一种

普遍标志 , 它产生的胆色素 、 CO 对细胞具有保护作

用[ 4 ,9] , 在各种类型的缺氧性脑损伤中 , 都可以观察

到 HO-1活性的上调;但本文观察到的情况则是一个

例外 , 提示 CO中毒引起的缺氧与其他类型缺血缺氧

相比更有独特之处。因吸入的外源性 CO分子与 HO

代谢生成的 CO在化学上应属一类物质 , 但此种外源

性 CO的数量远远高于内源性 、 生理剂量范畴的 CO

量 , 故对HO主要为负反馈性抑制作用 , 其结果是导

致内源性CO生成量明显下降。

从总体上看 ,机体 HO 活性的变化应是缺氧的诱

导效应与 CO中毒反馈性抑制效应的加和 ,组织中的

CO总量则应是组织中游离的外源性 CO与内源性 CO

的加和 。本研究结果显示 ,在急性CO中毒过程中 ,HO

的活性并未被CO造成的缺氧及自由基大量产生等生

化改变所诱导 ,而是始终处于受抑制状态 ,提示当大量

外源性 CO 进入机体造成 CO中毒时 ,机体 HO系统主

要呈现 CO的抑制效应 ,亦验证了外源性 CO与内源性

CO在体内气态信使系统效用本质上的同一性。

3.3　气体信使系统功能变化在一氧化碳中毒机制研

究中的意义

如前所述 , 缺氧说与细胞毒性说是目前一氧化碳

中毒机制的两个主要假说 , 两种学说均有难以解释的

病理生理现象。本研究显示 , CO 中毒可使体内内源

性气体信使系统发生显著变化 , 并导致其下游的细胞

信号分子随之发生改变 。显然 , CO 的损伤效应不能

仅归结为CO造成的组织缺氧 , 至少不能排除此种外

源性 CO 具有干扰内源性细胞信使分子 (NO 、 CO)

功能的毒性效应 , 即 CO中毒所引 (下转第 267页)
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面 , S9本身对培养细胞具有一定的毒性 , 在加入S9的

平皿中 , 有少许细胞悬浮 , 表面颗粒增多 , 细胞有轻

度受损 , 不能保持正常的融合状态 , 细胞之间的正常

连接必然受到影响 , GJIC势必受到抑制。

本实验中观察到 TPA 对 GJIC 抑制作用迅速且持

续加重 , 存在明显的剂量-反应和时间-反应关系 , 当

TPA剂量及染毒时间到了一定的极限 , GJIC功能的抑

制不再明显增加 , 在停止使用后 , 加入新鲜培养液 ,

细胞通过自我调节 , 有一定程度的恢复。TPA对细胞

GJIC 功能抑制的确切机制及其在 TPA致癌过程中的

作用尚待进一步研究 。
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起的外源性 CO侵入可能导致病理性信号传导通路的

持续紊乱 , 从而在时间 、 空间上造成多层次 、多环节

的病理性改变。

本实验摒弃原有的 、仅将 CO视作窒息性气体的

研究套路 , 将外源性 CO与新近发现的气态信使分子

NO 、 CO从生理学和毒理学角度进行了细致比较 , 并

引入NOS 、 HO等上述气态信使分子的合成酶系统作

为深入推进此一领域研究的新视角 , 从而使急性 CO

中毒分子机制的研究进入一个全新的领域 , 此一探索

可能具有重要的理论价值和实际意义 , 值得进一步追

踪拓展。
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